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l ,54, VECTEURS ADENOVRAUX DEFECTTFS ET ^USA^ON EN THERAPIE GEN1QUE 

[ (57) Abstract 

■ No vel adenovin^rived vinl preparation thereof. 

I and the use thereof in gene therapy, ate disclosed. 

(57) Abrege 

La nresente invention cooceme de nouveaux vecteun «« 
I derive* acHSv^ leur preparation et leur util^on cn thdrap* 
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« cr ,rrTi 1SATI0N EN THERAPIE GENIQUE 
VECTEURS ADENOVIRAL DEFECT1FS ET UTILISATION 

. nouveaux ve cteurs viraux, leux preparation 
et leur utilisation en therapie gemque. ^Uerement, la pr&ente 

^ • „ . corner » «■*»» ou a. 

La therapie gMoue cons.* a irformation S «M <f» 

u cellule ou r«g«« Cet " dots rftawxtate 
to . -* -* * ^LTppr.^ Daoscesec^cas. 

daM rorganismc. «* m C u X ^h^uT dorses de .ransfectfon 

diffto.es techniques pam» f^"^^ ^ et .U 

topB,^ <i« comptaes d'ADN et <« J^*^ „ scte.ce 243 (19.9) 
aU »9.X d'ADN « de protefces (198 7) 7413% * 

375), d'ADN « * M« • *. etc . Pius recent, 

Sposon*. (Frley et *. J.BK>l.Chem. ' g4ne8 « apparu comm. une 

'JUve P«* a ces teW cruines poputadom 

differents virus on. eU <«* pour J-^^ MMS, e.c>, le vin,, HSV, les 
oeaubir e S . En particular, 1« retrovuus <RSV. HM*. 

• i. «<l£nnvirus. 
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ceuuiaires. cu ■/«*•— — » 
^ adeno-associes, et les adenovirus. 

- ^^r^SnS, a des pa.hc.og>- tap"-** 8 
U cellule infect*, et n'on. pas «e assoa* ce 

chez Phomme. ^tui* 
Les adenovirus sent des wus a AD* repitee (TIB) a 

enviroa Leur genome comprend notanune^ une £ ^ ^ ^ ^ 

leur ^ une ^-^^^geiEl (El a et Elb), E2, E3 et 
n.I^pnnc.pauxgen^spr^ ^ 

E4 Les principaux genes tardife sont les genes 

des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-a 
Compte tenu des propnetes des adeno 
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ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, diflterents vecteurs 
derives des adenovirus ont 6t6 prepares, incorporant difierents genes (fi-gal, OTC, a- 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, ('adenovirus a it6 modifie de 
maniere i le rendre incapable de replication dans la cellule infectle. Ainsi, les 
5 constructions decritcs dans Tart anterieur sont des adenovirus d6\6t6s des regions £1 
(Ela et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inser&s les sequences 
d'ADN hftdrologue (Levrero et al, Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhuiy et aL, 
Gene SO (1986) 161). Neanmoins, les vecteurs decrits dans Tart anterieur presentent 
de nombreux inconv&iients qui limitent leur exploitation en thlrapie jgenique. En 
particulier, tous ces vecteurs component de nombreux genes viraux dont 1'expression 
in vivo n'est pas souhaitable dans le cadre d"une therapie genique. De phis, ces vecteurs 
ne permettent pas 1'incorporation de fragments d'ADN de tres grande taille, qui 
peuvent etre necessaires pour certaines applications. 

La presente invention permet de rem&lier a ces inconv^nients. La presente 
invention decrit en effet des adenovirus recombinants pour la th6rapie genique, 
capables de transferer de maniere efficace de 1'ADN (jusqu'4 30 kb) in vivo, tfexprimer 
k des niveaux 6\ev6s et de maniere stable cet ADN in vivo, en limhant tout risque de 
production de prolines virales, de transmission du virus, de pathogenicity etc. En 
particulier, il a ete trouve qull est possible de reduire consid6rabiement la taille du 
genome de I'ad&iovirus, sans empecher la formation dHine particule virale encapsidee. 
Ceci est surprenant dans la mesure oi il avait ete observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovirus, que certaines sequences distribuees le long du genome 
etaient necessaires pour une encapsidation efficace des paiticules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs poss£dant dimportantes deletions internes etait fortement 
limitee. La presente invention montre egalement que la suppression de l'essentiel des 
genes viraux n'empeche pas non phis la formation d*une telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtenus conserve!*, en depit des modifications 
importantes de leur structure genomique, leurs proprietes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stabilite in vivo, etc. 

Les vecteurs de I'invention sont particulidrement avantageux puisqu'ils 
pennettent Incorporation de sequences d'ADN desir&s de tres grande taille. II est 
ainsi possible d'inserer un g£ne d*une longueur superieure k 30 kb. Ceci est 
particulierement interessant pour certaines pathologies dont le traitement necessite la 
co-expression de plusieurs genes, ou {'expression de tr£s grands genes. Ainsi par 
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amt k, 6m b cas de k dystrophic .nuscuMre, I M J" I-*, jusoya prfee* 
^ansWer I'ADNc correspond.* au *. «* r^n^bte de cette paholog* 
(gjne de la dystrophia) en raison de sa grande laille (14 kb). 

Les vecteurs de Identic* sent egateme* «*s avantageux puisqu"ds 
« possidMt tres pe» de regions virales fonenonneOes et que, de ce ftM« 
^ a fuLdon d. *. onune vec^rs en d**. ge^e 

sont fortement reduhs voire supprimes. 

U p^sente invention founut ainsi des vecteurs viraux particulierement 
l0 adapt* au transfer! et a Expression in vivo de sequences d'ADN desirees. 

Un premier objet de la presente invention concerne done un adenovirus 
recombinant detectif comprenant : 

- les sequences FTR, 

- une sequence permettant l'encapsidation, 
15 - une sequence d'ADN heterologue, 

et dans lequel : 

- le gene El est non fonctionnel et 

. au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnel. 

Ausensdela presente invention, le terme "adenovirus defect*" designc m. 
20 adenovirus incapable de se repliquer de fecon autonome dans la ceMe dbl* 
^eralement, le genome des adenovirus defectifs selon la presente uwenUon est done 

Xtee. Ces regions peuvent etre soft elirninees (en tout ou en paroe), sort rendues 
TLZtL, it substitu.es par d'autres fences et notanunent par la 

25 sequence d'ADN heterologue. 

Us fences invercces repetecs (TO) consent rorigine 
adfc.ovuus. EUe, sent Iccattsees au* erfremh* JP « f d. genome 
M eOes peuvem In isoiees sisement les techniques dasaques de biologt. 
doo eues peuvem jiauence mideotidique des sequences 

molecutaire conm.es de ltanme du metier. La sequence n ^ 

30 rm de. adeoowus hun^ns (en partita des sdrorypes ^™ 
u Btrtnuure, atosi cue des adenovirus cantos (notamment CAV1 « CAV2). 
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Concernant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est n6cessaire 
5 a 1'encapsidation de I'ADN viral. Cette region doit done etre presente pour peraiettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon 1'inventioa La sequence 
d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre 1TTR gauche (5*) et 
le g&ne El (Cf figure 1). Hie peut etre isoiee ou synthdtisie artificiellement par les 
techniques classiques de biologie moieculaire. La sequence nucleotidiques de la 
10 sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est d&rite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAVl 
et CAV2). Concernant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond & la region comprenant les nucleotides 194 & 358 du genome. 

H existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les propri&ds 
15 varient quelque peu. Neanmoins, ces virus presentent une organisation g6n6tique 
comparable, et les enseignements dicrits dans la presente demande peuvent etre 
aisement reproduits par Fhomme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Les adenovirus de invention peuvent etre d'origine humaine, animate, ou 
mixte (humaine et animale). 

Concernant les adenovirus d'origine humaine, on pre&re utiliser ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferentiellement, parmi les different* serotypes d'adenovirus 
humain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comme indique plus haut, les adenovirus de invention peuvent egalement 
Stre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables dlnfecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qulls sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont it€ testes 
(Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans-complementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui eiimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d*un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'une particule 
infectieuse. L*utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 
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. D , pc ri^ niies mherents a Utilisation de virus 
done particuKerement avantageuse puisque les nsqucs innerenu. 

c^nunevecteursenth^^ 

Les adenovirus d'origine animate utilisables dans le cadre de la preserve 
invention^uvent etre «*. canine, bovine, murin* (—pie : Mavl , Beard etal, 
wl gy £ (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore » W 
Plus pSicuHeren.ent, panni les adenovirus aviaires, 
Lessibles a 1'ATCC, comme par exemple les, sou^esP 
Pontes (ATCC VR-280), P7-A ^(ATCC ^ 
/ATrr VR-829) T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATlA, ykj^ u 
(ATCC ^ 2 ^J^ 4 W5 panni les adenovirus covins, on peut 

souches reTereneees ATCC VR-831 a mj. * yatcc (tvoes 

utiUserlesdifferents serotypes corpus, etno^ 

, a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, ™«™<* ^ 
JL - les ad—^ ^ 
528), .'adenovirus ovm type 5 < A ^^"*^^ que notam ment les 
Tadenovirus porcin 5359), ou les ^^943, 195-203, 

adenovirus referencee a TATCC sous les numeros VR-591-594, y 
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preference, panni I. dHerents adenovirus d'origine arumale, on »£. 
dans le ^ r ede Jeln des adenoviru, ou des rftfon, A 
c^e, ™« toutesfcssoucnesde. adenovirus CAV2 tsouche — * - 
1 v t^i tm sH^novinis caiuns ont rait lODjei a© 

AttK, (ATCC VR-800) par exempl.]. I- ,^£ 0o des 

nombreuses etudes stracturaks. Aina. ces <** a « """""T 
^L. CAVl et CAV2 ont 6te decrites dans W «*» * * 

VuoL 70 09*9) ,65, eUes genes E1..E3 air* «»>- ^™°^, C ^ 
«t sequences (voir noummet Spibey et aL, Viros Res. 14 (19«9) 241. v 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/1 1525). 

. se,uence d'ADN h«e. la ***** X 
^ueace d'ADN introduite dans le vim. recontaant, doat 1. transfert 
I'expression dans la cellule cible est rechercbee. 

B. p^«ui«. h nuance d'ADN heterology peut 
ptastal rs g4 JL therapy «/c un ou plusieurs genes codant pour des pe.mde, 

antig6niques. 
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Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene dont 
la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible generent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

D peut s'agtr en particulier de genes codant pour des produits proteiques 

5 ayant un effet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une proteine, 
un peptide, un acide amine, etc. Ce produit proteique peut elre homologue vis-a-vis de 
la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule 
cible lorsque celle-d ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, 1'expression dHme 
proteine permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 

10 1'expression dWe proteine inactive ou faiblement active en raison d«une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d\me proteine cellulaire, ayant une stabflHe accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit proteique peut egalement 6tre heterology vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proline exprimee peut par exemple completer ou apporter une 

15 activite deficiente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologie. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
tymphokines : interleukines. interferons, TNF, etc (FR 9203120), les iacteurs de 
croissance, les neurotransmetteure ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 

20 fecteurs trophiques : BDNF, QJTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFCT, NT3, NT5, etc; 
les apoUpoproteines : ApoAL ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophia ou 
une immdystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
Rapl A, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques 
dans la coagulation : Facteurs Yd, VID, K, etc. 

25 Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 

dont 1'expression dans la cellule cible permet de contrdler 1'expression de genes ou la 
transcription d'ARNm ceUulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en AKN complementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 

30 140 308. 

Comme indique plus haut, la sequence d'ADN heterologue peut egalement 
comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de 
generer chez l'homme une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, invention permet done la realisation de vaccins permettant dlmmumser 
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tymm notarnmen. contre des microorganbmes ou des virus. B pen. sag* 
rZlt de peptides anugeniques specifiques du virus d'epstein bar,, da wus KV. 
X^Tde l£d» B <EP 1.5 573). du virus de U pseuds ou encore 
spfcinques de tumeurs (EP 259 212). 

GtaSndement, la sequence d'ADN necrologue comprend element des 
rfouence. p«me«an< I'expreMion du gene therapeutique a/ou du gine codant pour te 

antigenupe .to h cellule mfec.ee. B peu. s'agir des sentence, qu. son. 
r«ponsab>« de repression du gene consider, lorsoue ces siouences 
Trfes d. ibncdonner dans la <** — " P- ^mem *pr de 

nle synthetic). Notammem, 1 p« s'agir de siquence, promomces de genes 
" ^ „„ viraux. Par exemple, U pen. s'agir de sequences promotnces .ssuesdu 
%Z d, i. cdlule ,u. ron desire infcoer. D. I peu. de ^ 
Promouices issues du genome -run virus, y compris ''f™^^^ 
. n«« dter oar exemple les promoteurs des genes E1A, MLP. CMV. RSV, etc. En 
ZT^ZZ^L^ P-ent e« modifiees par addition de fences 
2121 1 r^oTetc. Par aineurs. .orsqu. 1, gen. ins*. ne * 
Nuances d'expression, I peot «re insere dans ie genome du vuus defteuf en aval 

"""""pa^to. h sequence d'ADN heterology, peut egalement comforter - 
.stonier en amont du gene therapeutique, one sequence signal drngeant le produit 

L ta voL de « de U c*» ciUe. Ce«e » 
HTpJ to. la sequence — du produit therapy - ^ 
s'agir de**. autfe sequence sgna. foncdonnelte, ou A. sequence signd 



25 artifidelle. 



30 



Comme indiqu. <*-.«*, les veoteurs d. Bnvetnion possedent ■ mom, fun 
de, genes E2. E4, Ll-U noa foncuonnd Le gene wal conadere peu. etre rendu non 
oXne. ar ttu* technique connue de ta» du meuer e, £ 
Lppression, subsunnion. deletion, ou addition d^ne ou plusreurs bases dans le «ta 
Zs cJuM. De Hies mriifcations peuven. toe obtenues utt (sur de 1ADN 
Souiunu par —* « move, des techrfoues du genie geneuoue, ou encore 
oar traitement au moyen d'agents mutagenes. 

' P.mu les .gems rmnagine, on pent cker par exemple les .gems phv^oues 
te , s qu. les rayonnentents energeUques (rayons X. g, uhra vioK etc.). ou les agent, 
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chides cables d. reagir avec different groupements foncuom^ d« ; b.s« d. 
A^N « par exemple les agents alkyW. [ethane »'*>^ 
NH»u*N-ni. ro soguanidine, N^uinoleine-l-osyde (NQO)], les agents 

bialkylants, les agents interealants, etc. 

Par deletion on entend au sens 4e I-mvention tonte suppress.™ do gene 
consider*. H peu. s'agir notarnmen. de tout ou par* de la region cod^edudk gene 
et/ou de tout ou partie de la region promotrice de 1. tnursenpfon dud* gene. I* 
oppression pent toe efieauee par digestion au moyen d'enzymes d. resmcuon 
apprepriees, puis ligature, selon les techniques classique, de biotogK molecutare, an* 

10 qu'fllustre dans les exemples. 

Les modifications genetiques peuvent egalement etre obtenues par disruption 
Unique, par exemple selon le protocole initialement decrit par Rothstein [Meth 
Lymol. IQ1 (1983) 202]. Dans ce cas, tout ou partie de la sequence codante est 
preferentiellement perturbee pour permettre le remplacement, par recombinaison 
homologue, de la sequence genomique par une sequence non fonctionnelle ou 



15 



6 La ou lesdites modifications genetiques peuvent £tre localisees dans la partie 
codante du gene conceme, ou en dehors de la region codante, et par exemple dans les 
regions responsables de regression et/ou de la regulation transcnptionelle desdrts 

0 genes Le caractere non fonctionnel desdits genes peut done se manifest* par la 
production dWe proteine inactive en raison de modifications structiarales ou 
luomationelles, par .'absence de production, par la production dMne proteinee ayant 
une activite alteree, ou encore par la production de la proteine naturelle a un niveau 
attenue ou selon un mode de regulation desire. 

l5 Par ailleurs, certaines alterations teUes que des mutations ponctuelles sent par 

nature capables d'etre corrigees ou attenuees par des mecamsmes ceUulaires. De telles 
alterations genetiques ont alors un interet limite au niveau industnel. H est done 
particuUerement prefer* que le caractere non fonctionnel soft parfaitement stable 
segregationellement et/ou non-reversible. . 

30 De preference, le gene est non fonctionnel en raison d«une deletion partiefle 

^^Preferentiellement, les adenovirus recombinants defectifs de .'invention sont 

depourvus de genes tardifs d'adenovirus. 

Un mode particulierement avantageux de Pinvention consiste en un 

35 adenovirus recombinant dtfectif comprenant : 



PCT/IB94/00851 
WO 95/02697 



10 



IS 



- les sequences ITR, 

. une sequence permettant l'encapsidation, 
-une sequence d'ADN heterologue, et 

^^V^^^^^^^ consiste en un 
Un autre mode paiuculierement avantageux de lmven 

adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

. one sequence permettant l'encapsidation, 

.une sequence d'ADN heterologue, et 

. une region portant le gene ou une partie du gene E4. 

pecmetunt rexpressiou de U proleine gpl9K. 

U. rf^oviru, record defect se.cn . WUon peuver, are prepar* 

dediSerentesfacom. a M „rf«rter 1'ADN du virus reoonibinant 

0. premiere n^hod. co.su* - ^ f ^"^ N ^^Ugaee 

d4fec af prepare in (** V« "* «» ^ r^ssaires . la 

condemnation du vros defect* Ces fow* P recom bh»iso«, et 

J--^*^^*^£L*- r^ombh-m. Uoe partie de ces 

• rs^s^—i " 
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Parmi les lignees cellulaires utilisables dans le cadre de cette seconde 
approche, on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire human 293, les 
cellulesKB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, punfies et 
5 amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presente invention concerne done aussi les lignees cellulaires infectables 
par les adenovirus, comprenant, integrees dans leur genome, les fonctions necessares 
I ,a complementation d«un adenovirus recombinant defectif tel que decnt 
preeminent. En particulier, elle conceme les lignees cellulaires comportant, 
10 integrees dans leur genome, les regions El et E2 (notamment la region codant pour la 
proteine 72K), et/ou E4 et/ou le gene du recepteur aux glucocorticoid*. 
Preferentiellement, ces lignees sont obtenues a partie de la lignee 293 ou gmDBPo. 

La presente invention concerne egalement toute composition ptormaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tela que decnts 
15 preeminent. Les compositions pharmaceutiques de invention peuvent 6tre 
formulees en vue d«une administration par voie topique, orale, parenteral* mtranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicutes 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. D peut s'agtr en 
20 particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), stenles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addrtion 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitutron de 
solutes injectables. 

25 Les doses de virus utiles pour Projection peuvent Stre adaptees en fonction 

de difierents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D«une maniere generate, les adenovirus recombinants selon l'invenuon sont 
formuies et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10" pfu/ml, et de 

30 preference 10* a 10«> p fo/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 



PCT/PB94/00851 
WO 95/02657 



11 



10 



^ infect*,. Us tec^es de donation - - *> - — 
sent bier, documents dans la literature. 

Seion ia d'ADN necrologue ^S^iS: 

peuTO « are u«s p. .e «*-- - * les maUdies 

U* Us tnaiadies genres ^^^^^^ 

infections virsles (hepatites, STDA, etc), etc. 

u prfae „,e invention sera pfcs cor.p.fcernem decrhe » «. - 

Iifrrrnlr flnfinirw 

«. disponibte sur base » donnee. « J^T „ u 

, Figure 6 : Construction et representation da pUsmKl. pPY32. 
Figure 7 : Representation du plasrade pPYSS. 

jr,^ 8 : Representation do plasnide fH.^ construction du 
figure 9 : Representation du plasn.de mtenneduure utwse po 

p|asmMiepITRL5-E4. „ 1TRI3B 4 
5 Figure 10 : Representation du plasm.de pITRL5-B*. 
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Us n^thodes «. - - 

pactions prepare d"ADN P^I^^^-de. b 

decide de proves au 
purification de fragments d'ADN f 
phenol ou »u phenoVchlorofortne, h preopttatton dAu 
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' l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de rhomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
5 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taiUe 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extrahs au phenol ou par un 
10 melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubfe en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
15 de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5* proeminentes est effectuee par un traitement 

manage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribui par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
-rpolymerase-catalyzed Chain Eeaction, Saiki R.K. et al., Science 230. (1985) 1350- 
1354; Mullis KB. et Faloona F.A., Meth. Enzym. I5S (1987) 335-350] peut Stre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
25 specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut 6tre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1A (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribui par Amersham. 

Lirnfffl rflli'H"* »* iK ** es 
30 Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de radenovirus humain Ad5 (12 %). 
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, u • im- Issue d-uncarcinomeepidermiquehumain, 
cette Ugnee est accessible a 1 ATCC irei. ^ 

sa culture. . iBA . Issue d«un carcinome de .'epithelium 

. ugne, de cellules ^ que les conditions 

5 humain, cette Ugnee est accessible a 1ATCC (ret CLWJ 

permettant sa culture. vmCK • Les conditions de culture des cellules 

. Ugnee de cellules canines MDCK . L« cona 

^KontetedecrUesno^ > 624) . 

- LI** de cellules sous le 

10 Cette Ugnee est constitute de cellules Hela portant gene 
controleduLTRdeMMTV- 
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, u i^^smadfinoviros recombinant d^pourvude 
Cetexen^leden^ntrelatobdrtedWa^nov^ ^ ^ 

El. _ „ r inaris a uartir de Tadenovinis 

US dUKreats .Mi de MM. -".J*^^ ^sdonU 

WP*«^Jf*X2"*^ 513 3>. «* » di^a. - 
technique decrite p* Lot « al. (J. Vbo . o i / ^ u 

«*» '^"X^ ■muan.s compone* >es regions ^ : 

cartograpl.es (Cf Bgure 3). us « ( S aiD33797-35935 

,* : ligation entr. les fta gmem, d Ad5 » V 3^.35935 
^ : Ligation on la figment, * 0* V po^oi-SiMS 
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.. , a M co-tnmsfecte avec TADN viral 
Chacun des mutants prepares ***"" 90 (19 92) 626) dans 

de AdJUSVBGal (Stratford-Perricaude, e«^ ^ • ^ ^ ^ l4coltiM „ 

KB, en presence de f-^^L- - « *"* ^ -*T 

ioure la transtecnon. e. les « 50 ^ trausfecuon. ^ 

'„ cellules KB jusqu'.^™* stockade ^ ^ ^ de 

Ctaur. de cesium. D« bandes ^t^oond a FADN viral d. Ad.RSVBGal, 
^ ^evees «t analvsees. UH- P- u g«io» C*» 3). U «. 
„ 1, plus legere U'ADN du v«us * 

, a. deletion d»ns 1'adenovin.s . ete consto*. 
Vm seconde aerie de mutants * d "£" Cti mutants comport** 

par Bgato i. vhro selon la mem. method*.*.. Ces drff 

'^^X lea ^ 61 (AP * I)3,909 ' 

r^onen^-^O-^^^m^"^- 

35935 d"Ad5. 

Ce,m«^P.n-.e^^-^^ e ^,.X d v i ra,d. 

jHdW* CWetaberg fit al., 3. VifoL 57 H»» /J ^ ,34 « „* pta W 

^^^^!"«— STtli',** ci-dessus, de. vint. 
El. Cette technique perme. mm * l*** ^ 
recombinants n« possedsnt comme gene vtral que 



EiBnBia . ^virusm^^-^^ 

Cet ««mpl« *«* 18 P'«P» raoon d TtT d. PADN du vim recombinant 
^ lection, avcc un virus helper, de AD 

tocotportiunplasmidV „ rtan * les 1TR. iointives de rAd5, la sequence 

Pottr cek un plasm* porta* ^™ ^ comme 

W** le gen. B4 sous — * "^J^ du vUu, RSV . ... 
htoologu* le gene UcZ sous ««* a4teobt enupar donag. « %M* 
^t (figure 4). Ce ptosmrfc ^ 
des fragments suivants (voir figure 4) . 



a 



30 



FCT/FR94/00851 
WO 95/02697 

15 

*m < ac ll issu du plasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J. 8 
. fragment Hindni-SacH w» du P**™ * g + la 

(1989 ) 2077). Ce fragmer* porte "jS^W 
sequence d'eneapsidat^ m ^ ^ , ft 

. fragment de VAd5 compns entre les sites awu ^ 

. fragment depSP 72 (Ptomega) compns entre 1« ate. 

(pb34); . .. .ajitr GaHX decrit dans Stratford- 

. fragment Xhol-Xbal da plasnud. P A ^™ ^ ^ omroU, 

Pemc^de. «. d da 90 626). C. ftagmem P«« !« g»»e 

10 du LTR du viras RSV. jp ^ 

15 pSP 72 et HindlH du premier fragment 

a p^de : ~<szz: 

r nvftC vADN du virus H2dl808 
Le plasmide pE4Gal est ensuHe ^ teconAta an, est 

20 dans to ce-u.ee 293 en presence de P^^^^e aeu. gene vital, 
^prepatecon^d^^^^f^^,^^ 
,e gene E4 de radenovuus Ad5 (figure 4 . Son g ^ ^ 

cequi perrne, Knserdo. rTADN hi.eroiogu.de ^ ^ 

J, rkomme du mener peu, ^^^t pT"^ « ""^ 
* tnerapeutique teis one ceux ^"^^^J^ ^ Mnees par les 
certair* sequence, issues du plasm.de pSP U J"^ 
.eetaiouesctassrquesdeb^ 

T!rTf l P lg3 . , r 

• ,*,.« «itre adenovirus recombinant defectit 
Cetexen^kdecrhiaprepar^ondHm^.^ f/jyn du virus 

„ta IWerrtion pa- co-u^sfectior, avec • vros heiper, 
recomVntamUKon.oreiunplasrn.de. VA d5, la sequence 

Pout cela, . P^r^JrJ^eLpropreprotnoteutetconuue 
d'encapsidstion,le gene E2derAd2 sons concede soup P 
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aes fragments SUi 7^' s fi ^ du ^ae pFG144 (Graham « EMBO I. • 
- fragment Hindlll-Sacli issu o V ^ ^ ^ 

sequel d'encapsidauon : ft.gme« «^ <"«° * ^ d » plasmid. pSP 72. 

duplasmidepSP 72 - . d( Psa /pb 32) et SaU 

- fragment de pSP 72 (Promega) corapns entre to sites r 

*" . fragment ™ du .asmide — 
du LTR du virus RSV. n a ete doni au niveau des sites Sail 134} 

. fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites Xbal (pb 34) et 
BamHI (pb 46); 07530^ de l'Ad2. Ce fragment du 

t^nrfectc avec VADN du virus H2dl802 
Le pE2Gal P^de est ensuUe^ ^ ^ en 

depourvude.a^^^et^V^^^ ^ 

30 decrit dans rexemple 1. Ce virus port , ^ 
Mfwta Ad2 (figure 5). Son genome a un. tj**l 
nMWll0 n d'ADN '"l^ £ ^ 2 tei, 

rr— ^rrr : - — — ^ 
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issues du p— — «»' < " - " P " 

dassiques de biologie mol«eolai.es si necessane. 

- lion^es cellulaires complementantes 
5 pour les regions El. E2 et/ou tf da6t& our ces regions, sans 

— - - r - — — - 

.ntairole deerit. dan. WAS 90 0!W» • ^ 
ltoa ^e «crU par.Oossen ^^ J^:™ Ll^ d„ I» de 
dWre. promo.eurs »—* -"-^V Rogues de regutarton (region 
15 MMTV portant "^J^ ont JLnaruhes par rransfecdon 
■enhancer" notanunent). Us Hgn.es de lm ^T „ e par u» Sagmeat 

des cellules corr.spondan.e3, en presence ^^^^ l receptee aux 
d'ADN portant les genes tadiques ft*. ^ ^ et dVm 

^ocortico^) sou, * «- £££ soi, I <e— r 

» * ^"^t^nTr diffi^t comm. par exempfe le 

naturel du gene, uaasfecte, sort m A^eusemem, le fragment 

ter— du messager precoc. SV40A * „ 

d'ADN pone dement un ge» g4ne de resistance peut 

P.-*^* \"d^N dteTeTco^ect, av~ .e premier. 

Cette technique pennet dobtemries gn ^ 
i. CeUules 293 possedant le gene de la 72K de la region 

3. Cellules 2» POssW-* '« ««» * 14 72K ,* ,l dsM MTV- 
oo^leduI-TR deMMTVet la region E4 sous controle du LTR de MMTV, 
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conttoteduLIRdeMMTV, l,rtgionE4 sous controte du LTR deMMTV, 
durecepteurauxglucocortiatfies; MMTV; 

P 5. Cellules 293 possedant la region E4 sous ^*™*^ -tk 
5 6. Cellules 293 possedant la region E4 sous controle du LTR de MMTV 

gene du recepteur aux glucocorticoides; de ^ . 

7. Cellules gm DBP6 possedant les regions El A et ni» 

Pn,PreP S TZL gn-DBPo poshes ^ E! A « E.Bsous co n « rol e de ,eur 
,„ propre pr.m 0 .«,«l.regionE4s«»co«ro..d«LHld e Mh*rV. 

n^on don, gino*. « *- ^ ^'aTw t Jin, 

25 comparables aux adenovirus sauvages. 

Ces adenovirus on, « P r^ I p** du plasnude ^ 

^ du gto n« d. ** - ^rsr^ 

plasmide helper (voir egalement exemples 1, 2 et 3* son 
30 complementante (exemple 4). 



5 . 1 Construction du plasmide pPY55 
a) Construction du plasmide pPY32 
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nMA 2077-2085], correspond** » fc ^teur pICWH, P*pare * 

• « 1~ tirrilff* ft, 



^ristiqued»pl«s™depP«2««<i 

Le fragment BamHUZ"^ du vecteur plCI9n pr f 

Zk «™ corner dam-, » V ■»» * >* ^ de Mta*> ^ «■ 

palt are do»e.»tr.less,<«sHi»din « Bg 
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plasmide pPY34. Une caractenstique de ce plasmide est que le site Bamffl provenant 
du multisite de clonage est localise a proximite immediate du site HindIII(26328) du 
genome de Padenovirus Ad5. 

5 Le fragment BamHI (21562>Hindin(26328) du genome de Padenovirus Ad5 

provenant du plasmide pPY17 a ensuhe ete done entre les sites Bamffl et HindUI du 
plasmide pPY34, ce qui genere le plasmide pPY39. Le fragment BamHI-Xbal du 
plasmide pPY39 prepare a partir d«un contexte dam-, contenant la partie du genome de 
1'adenovirus Ad5 comprise entre les sites BamHI(21 562) et Bgin(28133), a ensuite 4te 

10 clone entre les sites Bamffl et Xbal du vecteur pIC19H prepare k partir d*un contexte 
dam-. Ceci genere le plasmide pPY47 dont une caracteristique interessante est que le 
site Sail provenant du multisite de clonage est localise a proximite du site Hindm 
(figure 7). 

15 c) Construction du plasmide pPY55 

Le fragment SaU-Xbal du plasmide pPY47 prepare a partir d\m contexte 
dam-, et qui contient la partie du genome de 1'adenovirus Ad5 allant du she 
Bamffl(21562) jusqu'au site Bgffl(28133), a die" clone entre les sites Sail et Xbal du 
plasmide pPY32, ce qui genere le plasmide pPY55. Ce plasmide est directement 

20 utilisable pour Tobtention d'adenovirus recombinants au moins deletes pour la region 
E3 (deletion entre les sites Bgffl localises aux positions 28133 et 30818 du genome de 
l'aderjovirus Ad5) et pour la region E4 dans son integralit* (deletion entre les sites 
MaeH(32811) et Haein(35614) du genome de Padenovirus Ad5 (figure 7). 

25 5.2 Preparation des adenovirus comprenant au moins une delation dans la 

region E4, et, de preference, au moins dans les regions El et E4. 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper E4 dans les cellules 
293 

30 Le principe repose sur la transcomplementation entre un -mini-virus" (virus 

helper) exprimant la region E4 et un virus recombinant ddett au moins pour E3 et E4. 
Ces virus sont obtenus soit par ligature in vitro, soit apres recombinaison in vivo, selon 
les strategies suivantes : 
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0 „smid« PPV55, tous deux drgeres P » "T^.^. ceBules^W. 

00 L'ADN d» «• Ad-dDM d«e« P ^ 
5 par BanM so.. contraf***. «« PPY55, .ous deux digeres par 

10 dig&e par BamHI sent cotransfectdsaveclepfcA 

~ ♦ oenerer un adenovirus recombinant 
Us stogies (0 « ® P— « * ^Wpe^deg^",™. 

„ vims recombinant MM ^^""tUSw «,» 1« regies CO ou fd). 
exprimant ledh transgene. 

, p liBntes C eUulaires transcomplementant les foncttons 
20 b) Preparation au moyen de lignees ceuuian 

EletE4 cellulaire denvee d"une lignee 

elt priman< la ri*o„ El, par e*en*'e * ^ , Ad5 ^ conuole -fun 

„ P- exempt ^ ^ ont « dto ites dans rexempl. 4. 

rfgionsEletB4derad4novirusAd5.Deteue.ug™*. 

. ^„„.F1 E3etE4peut done toe obtemi 
Un virus recombinant dflete pour les regions El, E3 ^ cWessus. 

^ Mgation in vitro ou par dele. J. moinspour la region E4, 
„„ effet cy^p^e 9^*J^T£Z e^uhe ete recohees, disrupt oar 

, -s=::=£:=s=: — < ~- 
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„our b protocole b». Les vims oat slors et. purifies i partir de plages et leur ADN est 

gradient de chlorure de cesium, 
pimple 6 

Cet exemple decrit la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon 
Invention dont le genome est delete des genes El, E3, L5 et E4. Ces vecteurs sent 
pLculi.rernent avantageux puisque la region L5 code pour la fibre, qui est une 
tiroteine extrSment toxique pour la cellule. 

V Ces adenovirus on. e* prepares » P«* *" <* "^^T 

M. modififc du g«nome de radenovirus Ad5. par coWectk* av« «M> 
phsnides helper. Us peuvent .garment c.rc prepares • mover, dun. ugoee 
complementante. 

6.1 Construction du plasmide p2 

Ce plasmide contient toute la region droite du genome de 1'adenovirus Ad5 a 
partir du site Bamffl (21562), de laquelle a ete delete le fragment compris e£e fcs 
ites Xbal (28592) et Avrll (35463), portant les genes E3, L5 et E4. ^ 
*4 obtenu par clonage et ligature des fragments suivants dans le plasmide pIC19R 
linearise par Bamffl et dephosphoryle (voir figure 8): 

- fragment du genome de 1'adenovirus Ad5 compris entre les sites Bamffl 

(21562) et Xbal (28592\et • 

. extremite droite du genome de 1'adenovirus Ad5 (contenant 1TTR dro.te), a 

partir du she AvrH (35463), jusqu'au site Bell (compatible Bamffl). 

62 Comtiucdon^npl^debdperipTJBLS-mportzntle^U - 
Le plasmide helper pITRL5-E4 apporte en trans les genes E4 et L5 D 
correspond au plasmide pE4Gal decrit dans 1'exemple 2, untenant en phis la region L5 
codant pour la fibre sous controle du promoteur MLP de Mta»» Ad2, Le 
plasmide P ITRL5-E4 a ete construit de la maniere suivante (figures 9 et 10) : 

Un oligonucleotide de 58 pb contenant, dans le sens 5'-3', un site HMD. 
TATG de la fibre et la sequence codante de la fibre jusqu'au site Ndel en position 
31089 du genome de 1'adenovirus Ad5 a ete synthetise. La sequence de cet 
oligonucleotide est donnee ci-dessous, dans l'orientation 5'-3' : 
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souUgne en double. cA auen ce du promoteur MU suivie 

to .nparti.e leader de rfU bidogy, New series, 

pallet A, (1987) U(XASympo».»motoUr „ w ^ avec 

Vo. 70, Robinson « - («s) N 7 Y °t, re LtoNWetEccRV d„ ,Mh 
WdMi. de « Pb dto \^,^ r ^ figure 9). U fragmerf SacII 
,0 P.C19K, pour donner « *-* » ^* " ^ * 

E4 (figure 10). 

63 ^o. des adenovinrs «— — — 
da4t iond» S lesr4gio n sEl,B3,L5etB4. 

Le princip. repose sur la ,™«compl— on ^ ^ 

M Wper) expriman. 1. L5 ou to re P ons E4 « L5 e, on 

vivo, selon les «*"-■ et al, CeD 31 (1982) 543) et te 

W L'ADN du Itd-abord et. «g«ur*s in vitro, pu» 
25 pUsrmde p2, toua deux cigeres par — 6 2 ) dlM ta ^ules 293. 

fi ) L'ADN do vtrus Ad-dl324 P ^ m 

BamHI son. comranfec.es, ^ leP ^^TpUsrnite P 2. «oas deux digeres par 

<fl> L'ADN de W~ ^ * ^ p iTPX5-E4 dan, k. cenuU. 
BamHI.son.ligaU.respuUco.ranrfectesweoleplas 

293. , . 4 « d i^parEcoMetleplasniidep2digere 

fivl L'ADN de radenovinis Ad5 dtgere pai 
(lv)LAun>»= ,.„nnl.5-E4 dans les cellules 293. 

par Bamffl som cotransfectes avec le pHKLS E4 
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Les strafes (i) et <ii) permettent de gender un adenovirus recombinant 
, . ' P V m et E4- les strategies (iii) et (iv) permettent de 
delete pour les regions El, E3, L5 et E4, sua & w fii 
•n^r un adenovirus recombinant delete pour les regions E3, L5 et t*. » 
generer un adenovirus exprimant un 

—.A, VADN d"un virus recombinant delete pour la regiuu r 

regions El, E3, L5 et E4 et exprimant ledit transgene. 

Us protocol ddcrhs ci-dessus peuven. egdement toe » » <*uwe •«•- 
, he£r » porum *. 1. ^on L5, e» rife* »■» cenuto capable 

ZJ2lesreI»sEletB4d«M^^ 

primer les regions El, E4 e, 15. de f*o» » «-* «— * ^ du " 

5 *" Tp* 1. tr^eedon, .« virus produhs son, rtcuperis, et purifies dan, 

les conditions decrites dans l'exemple 5. 
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1. Adenovirus recombinant defectif comprenant : 

. les sequences ITR, 

. une sequence permettant I'encapsidatioii, 
rtd^lCuelleg^E! e,a.»oiB 5 und«ge«sE2,E4,U L 

2 . Adenovin* sefcn - — — ' «— — ^ ^ 
humame, animale, ou mixte. 

3 Adenovirus selon h revendication 2 caractense en -» 1« a« 

W I— »»« chols* - ** *» " * * "** 

paim i les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

d'origine animale sont choisis parmi les adenovm. 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 

, Adenovm selon rune d- W*-e*- »— " " " 

q ue les genes El et B4 a. mote sont non-foncuonneU. 

6 . Adenovirus selon It. de, reverb pr^e, caracterUe « c. 
-qu'U est depourvu de genes tardife. 

,. A «^^i.--^ 1 «--*-- ,fl,a, ^ , * ,,d: 

- les sequences ITR, 

. une sequence permettant I'encapsidation, 

-une sequence d'ADN neterotogue, et 

. ur* region portan, 1. gtoe ou une pan., du gene E2. 

,. Adenovirus selon ia revendication 1 caractfcise en ce ou'n comprend : 

_ les sequences ITR, 

. une sequence permettant rencapsidation, 

une sequence d'ADN heterologue. et 
. une region portant le gene ou une partre du gene E4. 
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9. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, £3 et E4. 

10. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, E3, L5 et E4. 

5 11. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 

qu'il comprend en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d*un promoteur 
heterologue. 

12. Adenovirus selon l\ine des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comporte un ou plusieurs genes therapeutiques 

10 et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides antigeniques. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
thdrapeutique est choisi parmi les genes codant pour des enzymes, des derives 
sanguins, des hormones, des lymphokines (interleukines, interferons, TNF, etc), des 
facteurs de croissance, dies neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de 

15 synthase, dies fecteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, 
NT3, NTS, etc), des apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc), la dystrophine 
ou une minidystrophine, des genes suppresseurs de tumeurs ou des genes codant pour 
des facteurs impliques dans la coagulation (Facteurs VII, VHI, DC, etc). 

14. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le g&ne 
20 therapeutique est un g£ne ou une sequence antisens, dont I'expression dans la cellule 

cible permet de contrdler {'expression de genes ou la transcription d'AKNm cellulaires. 

15. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le g£ne code 
pour un peptide antigenique capable de gen^rer chez Fhomme une reponse immunitaire 
contre des raicroorganismes ou des virus. 

25 16. Adenovirus selon la revendication IS caracterise en ce que le gene code 

pour un peptide antigenique specifique du virus d'epstein barr, du virus HIV, du virus 
de 1'hepatiteB, du virus de la pseudo-rage, ou encore specifique de tumeurs. 

17. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des sequences permettant 
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dans la cellule infectee. 

, cr^'srrrrc^. — 

secretion de la cellule able. 

. „ mp les fonctions necessaires a » cwv 

21 Ligne. ceButair. selon 1. revenduatton 20 a*t 

.w,™ 19 caracterisee en ce quelle 
15 compc »«ed» S songen 0 n,e». m oi»l e sE«»esEl«.B4d 

i<3 a 23 catacterisee en ce que 

te, g e»« E2 «t E4 sont Pi"*- — 16 «'° B0le d>m " 

^E2codepourlaprot«ne72K. 

W Lignee cellatoe selon k. revend-oanon. 19 26 c. 
M ^e.parfrde,.^,. 
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la revendication 28 comprenant un 
29 Composition pharmaceutique selon la reveno. 

adenovirus recombinant selon ta» des revendications 5 a 1 0. 

• „ el™ les revendications 28 ou 29 
30. Composition pharmaceutic selon ta _f 
comprenant un vebicule pharmaceutiquement acceptable pour 



injectable. 
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